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Air susu ibu atau ASI adalah  makanan dan minuman yang mencukupi seluruh unsur kebutuhan bayi baik 
fisik, psikologisosial maupun spiritual. Air susu ibu yang kaya manfaat tersebut rentan terkontaminasi 
oleh bakteri pathogen karena proses pemerahan yang tidak hygienis. ASI yang cara pemerahannya tidak 
hygies tersebut kemudian disimpan di lemari pendingin pada suhu  4oC selama beberapa jam  atau 0oC 
selama 24 jam.  Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kualitas dan perkiraan jumlah  bakteri dari ASI 
yang disimpan di lemari pendingin dengan waktu penyimpanan 2 jam, 4 jam, 6 jam dan 8 jam suhu 4oC 
dan 24 jam suhu 0oC. Penelitian ini bersifat eksperimen dan dilaksanakan pada bulan Juli-Desember 
2015. Populasi sekaligus sampel dari penelitian ini adalah 25 ibu menyusui kategori ASI matur di wilayah 
Hajimena Lampung Selatan. Penelitian ini menggunakan metode reduksi metylen blue. Hasil  penelitian 
menunjukkan adanya penurunan kualitas bakteriologis dari ASI yang disimpan 2, 4,6, 8 jam pada suhu 
4oC  dan 24 jam pada suhu 0oC. Jumlah koloni meningkat setelah dilakukan penyimpan 2, 4,6, 8 jam pada 
suhu 4oC  dan 24 jam pada suhu 0oC. 
 
Kata kunci: ASI, Waktu Penyimpanan, Kualitas Bakteriologis  
 
 
LATAR BELAKANG 
 
Susu mengandung semua asam 
amino esensial yang dibutuhkan untuk 
pertumbuhan, kecerdasan, menggantikan 
sel tubuh yang rusak, membantu 
penyembuhan penyakit dan mengandung 
vitamin, mineral yang dapat meningkatkan 
daya tahan tubuh terhadap penyakit 
infeksi. Susu juga merupakan sumber 
kalsium terbaik yang sangat dibutuhkan 
bagi pertumbuhan tulang pada anak-anak 
(Khomsan, 2002).    
Air Susu Ibu  atau ASI adalah 
makanan bayi yang paling penting 
terutama pada bulan-bulan pertama 
kehidupan. ASI merupakan sumber gizi 
yang sangat ideal dengan komposisi yang 
seimbang dan sesuai dengan kebutuhan 
pertumbuhan bayi, karena ASI adalah 
makanan bayi yang paling sempurna baik 
secara kualitas maupun kuantitas. ASI 
sebagai makanan tunggal akan cukup 
memenuhi kebutuhan tumbuh kembang 
bayi normal sampai usia 4-6 bulan 
(Khairuniyah, 2004). 
ASI eksklusif sangat penting untuk 
peningkatan sumber daya manusia  dimasa 
yang akan datang, terutama dari segi 
kecukupan gizi sejak dini. ASI ekslusif 
adalah pemberian ASI selama enam bulan 
pertama (August, 2000). Memberikan ASI 
secara eksklusif sampai bayi berusia 6 
bulan akan menjamin tercapainya 
pengembangan potensial kecerdasan anak 
secara optimal. Hal ini karena selain 
sebagai nutrien yang ideal dengan 
komposisi yang tepat serta disesuaikan 
dengan kebutuhan bayi (Anwar, 2004). 
 Keunggulan pemberian ASI 
eksklusif hingga bayi berumur minimal 4 
bulan dapat menghemat anggaran rumah 
tangga dengan tidak membeli susu formula 
serta peralatannya (Evaellya; dkk, 2008). 
ASI juga mengandung nutrisi khusus yang 
diperlukan otak bayi agar tumbuh optimal  
(Roesli, 2004). 
Bayi diberikan air susu ibu dengan 
tujuan meningkatkan pertahanan tubuhnya, 
air susu ibu yang kaya manfaat tersebut 
rentan terkontaminasi oleh bakteri patogen 
dikarenakan disimpan pada lemari 
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pendingin dengan suhu yang tidak sesuai 
serta kurang memperhatikan lama 
penyimpanan, kemudian disimpan pada 
botol yang tidak steril dan pengulangan 
penyimpanan air susu ibu di lemari 
pendingin.  
Bakteri kontaminan yang sering 
terdapat dalam susu antara lain: 
Mycobacterium, Brucella, Coxiella 
burnetti,  Streptococus,  Staphylococus, 
Corinebacterium, Salmonella typhosa dan 
Clostridium (Supardi  dkk, 1999). 
Pencemaran pada susu dapat terjadi 
sejak proses pemerahan, dapat berasal dari 
berbagai sumber seperti kualitas susu 
dalam kelenjar susu ibu dapat dikatakan 
steril, setelah keluar dari kelenjar susu ibu 
dapat terjadi kontaminasi  
(Dwidjoseputro,1990). Kualitas susu segar 
sangat ditentukan oleh jumlah bakteri yang 
terkandung didalamnya. Bakteri tersebut 
dapat merubah sifat-sifat kimia, fisika dan 
organoleptik (Fardiaz, 1993).  
Perubahan sifat susu menunjukan 
kerusakan susu. Sifat kimia dan fisik yang 
menentukan kualitas susu antara lain, 
warna, bau, rasa, dan pH. Salah satu cara 
mengetahui jumlah bakteri di dalam susu 
yaitu dengan metode reduktase Methylen 
Blue (RMB). Metode Reduktase Methylen 
Blue (RMB) dapat memberikan gambaran 
perkiraan jumlah susu tiap 1 ml susu 
berdasarkan waktu reduksi, sehingga dapat 
ditentukan kualitas dari susu.  
Salah satu faktor penyebab ibu 
menyimpan ASI di lemari pendingin di era 
globalisasi ini adalah ibu yang aktif 
bekerja dikarenakan pada saat menyusui 
anaknya mereka tidak ada di rumah 
dikarenakan sedang berkerja. Kemudian 
faktor lainnya adalah dikarenakan 
payudara terasa penuh sehingga ibu lebih 
memilih untuk memerah ASI dan 
menyimpan di botol dot dan lemari 
pendingin sehingga pada saat anaknya 
membutuhkan ASI segera diberikan 
kepada anak mereka, tanpa menyusui 
secara langsung. Ditinjau dari segi 
penyimpanan, ibu-ibu cendrung 
menyimpan ASI di lemari pendingin tanpa 
memperhatikan waktu penyimpanan. 
Penyimpanan yang lama mengakibatkan 
mikroorganisme tumbuh sehingga dapat 
menyebabkan faktor kontaminasi pada 
ASI, sehingga beberapa mikroorganisme 
kontaminasi tersebut dapat  memproduksi 
beberapa zat yang berbahaya bagi tubuh 
anak sehingga tidak menutup kemungkinan 
dapat menyebabkan keracunan. 
Berdasarkan observasi yang telah 
dilakukan peneliti terhadap lima orang ibu  
yang menyusui anaknya, tiga  ibu 
menyusui menyimpan air susu ibu di 
lemari pendingin dalam waktu 1 hari atau 
lebih waktu penyimpanan maka perlu 
dilakukan pemeriksaan kualitas susu ASI 
yang disimpan pada lemari pendingin. 
Pemeriksaan air susu ibu ini dilametode 
Reduktase Methylen Blue (RMB). 
Air susu ibu yang biasa disebut ASI 
adalah satu jenis makanan yang mencukupi 
seluruh unsur kebutuhan bayi baik fisik, 
psikologisosial maupun spiritual. ASI 
mengandung nutrisi, hormon, unsur 
kekebalan pertumbuhan, anti alergi, serta 
anti inflamasi. Nutrisi dalam ASI 
mencakup hampir 200 unsur zat makanan 
(Hubertin, 2003). 
ASI adalah sebuah cairan tanpa 
tanding ciptaan Allah yang memenuhi 
kebutuhan gizi bayi dan melindunginya 
dalam melawan kemungkinan serangan 
penyakit. Keseimbangan zat-zat gizi dalam 
air susu ibu berada pada tingkat terbaik 
dan air susunya memiliki bentuk paling 
baik bagi tubuh bayi yang masih muda. 
Pada saat yang sama ASI  juga sangat kaya 
akan sari-sari makanan yang mempercepat 
pertumbuhan sel-sel otak dan 
perkembangan sistem saraf       (Yahya, 
2007).   
Komposisi ASI yang unik dan 
spesifik tidak dapat diimbangi oleh susu 
formula. Pemberian ASI tidak hanya 
bermanfaat bagi bayi tetapi juga bagi ibu 
yang menyusui.  
Menurut waktu pengeluarannya, ASI 
pada proses menyusui terbagi atas tiga 
macam yaitu: Kolostrum adalah cairan 
pertama   disekresi oleh kelenjar payudara 
dari hari pertama sampai hari keempat 
(Purwanti, 2004). Cairan kental berwarna 
kekuningan karena mengandung beta 
karoten yang dibutuhkan bayi baru lahir 
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(Bobak, 2000). Kolostrum berwarna 
kuning keemasan disebabkan tingginya 
komposisi lemak dan sel-sel hidup. 
Kolostrum merupakan pencahar 
(pembersih usus bayi) yang membersihkan 
mekonium sehingga mukosa usus bayi 
baru lahir segera bersih dan siap menerima 
ASI (Bobak, 2000). Hal ini menyebabkan 
bayi yang mendapat ASI pada minggu 
pertama defekasi dan feces berwarna 
hitam.   
Kandungan tertinggi dalam 
Kolostrum adalah antibodi yang siap 
melindungi bayi ketika kondisi bayi masih 
sangat lemah. Kandungan protein dalam 
kolostrum lebih tinggi dibandingkan 
dengan kandungan protein dalam susu 
matur. Jenis protein globulin membuat 
konsistensi kolostrum menjadi pekat 
sehingga bayi merasa keadan perut lebih 
cepat kenyang dan tahan lama. 
  Kandungan hidrat arang dalam 
kolostrum lebih rendah dibanding ASI 
matur. Ini disebabkan oleh aktivitas bayi 
pada tiga hari pertama masih sedikit dan 
tidak terlalu banyak memerlukan kalori. 
Total kalori dalam kolostrum hanya 58 
kal/100 ml kolostrum. Mineral terutama 
natrium, kalium, dan klorida dalam 
kolostrum lebih tinggi dibanding susu 
matur. Vitamin yang larut di air lebih 
sedikit. Lemak kolostrum lebih banyak 
mengandung kolestrol dan lisotin sehingga 
bayi sejak dini sudah terlatih mengolah 
kolestrol. Kolestrol di dalam tubuh bayi 
membangun enzim yang mencerna 
kolestrol. Karena adanya tripsin inhibitor, 
hidrolisis protein di dalam usus bayi 
menjadi kurang sempurna. Hal ini sangat 
menguntungkan karena dapt melindungi 
bayi. 
 Bila ada protein asing yang masuk 
akan terhambat sehingga tidak 
menimbulkan alergi. Kekebalan bayi 
bertambah dengan volume kolostrum yang 
meningkat, akibat isapan bayi baru lahir 
secara terus menerus. Hal ini yang 
mengharuskan bayi segera setelah lahir 
diberikan kepada ibunya untuk 
ditempelkan ke payudara, agar bayi dapat 
sesering mungkin menyusui (Proverawati, 
2009).  
ASI peralihan diproduksi pada hari 
keempat sampai hari kesepuluh. 
Komposisi ASI Peralihan memiliki protein 
makin rendah, sedangkan lemak dan hidrat 
arang makin tinggi, dan jumlah  volume 
ASI semakin meningkat. Hal ini 
merupakan pemenuhan terhadap aktvitas 
bayi yang mulai aktif karena bayi sudah 
beradaptasi terhadap lingkungan. 
Pengeluaran ASI mulai stabil begitu juga 
kondisi fisik ibu. Keluhan nyeri pada 
payudara sudah berkurang. Maka, yang 
perlu ditingkatkan adalah kandungan 
protein dan kalsium dalam makanan ibu 
(Proverawati, 2009). 
Air susu matur disekresi dari hari 
kesepuluh sampai seterusnya. Air susu 
matur merupakan nutrisi yang terus 
berubah disesuaikan dengan 
perkembangan bayi sampai berumur  6 
bulan. Volume bervariasi yaitu 300-850 
ml/hari tergantung pada besarnya stimulasi 
saat laktasi. Air susu matur adalah cairan 
terakhir yang diproduksi, dengan 
kandungan 90% adalah air dan 10% adalah 
karbohidrat, protein dan lemak yang 
diperlukan untuk kebutuhan hidup dan 
perkembangan bayi. Air susu matur 
 merupakan cairan yang berwarna 
kekuning-kuningan yang diakibatkan 
warna garam dan kalsium caseinat, 
riboflavin dan karoten.  Air susu matur ini 
mengandung antibodi, enzim, hormon dan 
memiliki sifat biokimia yang khas yaitu 
kapasitas buffer yang rendah dan adanya 
faktor bifidus (Proverawati, 2009). 
ASI mengandung sebagian besar air 
sebanyak 87,5%, oleh karena itu bayi yang 
mendapat cukup ASI tidak perlu mendapat 
tambahan air walaupun berada ditempat 
yang suhu udara panas. Kekentalan ASI 
sesuai dengan saluran cerna bayi, 
sedangkan susu formula lebih kental 
dibandingkan ASI. Hal tersebut yang dapat 
menyebabkan terjadinya diare pada bayi 
yang mendapat susu formula. 
Menurut Prof. Douglas Goff, seorang 
dairy scientist dari University of Guelph 
menyatakan, pencemaran susu oleh 
mikroorganisme lebih lanjut dapat terjadi 
pada fase penyimpanan (storage) yang 
meliputi beberapa faktor antara lain : a) 
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Suhu pada lemari pendingin yang tidak 
sesuai; b) Lama penyimpanan ASI pada 
lemari pendingin; c) Botol penyimpanan 
yang tidak steril; d) Pengulangan 
penyimpanan ASI pada lemari pendingin. 
Bakteri probiotik atau biasa disebut 
bakteri baik pada ASI adalah bakteri 
Bifidobacterium breve dan beberapa jenis 
Clostridium. Bakteri tersebut menjaga 
keseimbangan zat gizi dalam pencernaan 
bayi dan menekan pertumbuhan bakteri 
patogen pada tubuh bayi (Djuwita, 2014).  
Tumbuhnya mikroorganisme dalam 
ASI dapat menimbulkan penurunan mutu 
ASI. Beberapa kerusakan pada susu yang 
disebabkan karna tumbuhnya 
mikroorganisme antara lain: 1) 
Pengasaman dan penggumpalan yang 
disebabkan karena fermentasi laktosa yang 
ada pada susu menjadi asam laktat oleh 
karena Streptococcus   laktis yang 
menyebabkan turunnya pH dan 
kemungkinan terjadi penggumpalan 
kasein; b) Berlendir yang disebabkan 
karena terjadinya pembentukan lendir 
akibat pengeluaran bahan seperti kapsul 
oleh bakteri Klebsiella; c) Penggumpalan 
susu yang timbul tanpa penurunan pH, hal 
ini disebabkan oleh bakteri Bacillus cereus 
yang menghasilkan enzim yang mencerna 
lapisan tipis fosfolipid disekitar lemak, 
dengan demikian kemungkinan lemak 
tersebut menyatu membentuk suatu 
gumpalan yang timbul ke permukaan susu 
(Buckle, dkk, 1987). 
 Beberapa penyakit yang dapat 
seorang ibu tularkan kepada bayi melewati 
ASI. Biasanya penyakit-penyakit yang 
mengandung jumlah virus yang tinggi 
sehingga dapat ditularkan melalui ASI. 
Sistem kekebalan tubuh bayi yang masih 
sangat minim menyebabkan mudahnya 
penularan virus penyakit tersebut melalui 
ASI. Beberapa penyakit yang dapat 
ditularkan melalui ASI yaitu: a) Cyto 
Megalo Virus (CMV) dapat ditemukan 
dalam ASI dan tertularkan ke bayi. CMV 
yang ada di dalam ASI tidak menimbulkan 
dampak yang membahayakan terhadap 
bayi; b) Virus Rubella, atau yang dikenal 
dengan sebutan campak jerman, baik pada 
proses infeksi maupun paska imunisasi, 
dapat ditransmisikan ke bayi melalui ASI 
tetapi tidak menimbulkan efek yang terlalu 
membahayakan. Bayi hanya akan 
mengalami demam, lalu terdapat bercak 
merah di permukaan kulit seluruh tubuh 
bayi; c) Virus Herpes simplex dapat 
ditransmisikan ke bayi melalui ASI dan 
dapat menimbulkan penyakit kulit yang 
bahkan dapat berkembang menjadi 
penyakit kulit diseminata, yaitu saat 
penyakit menjadi semakin parah karena 
tidak sempat tertangani dengan baik pada 
usia akhir minggu ke-2 dan ke-3. 
Kemudian, timbullah gejala-gejala seperti 
lesu dan rewel, disertai bercak-bercak 
melenting pada permukaan kulit; d) Virus 
Hepatitis B Antigen (HBsAg) ditemukan 
pada ASI ibu pengidap Hepatitis B. 
Namun, belum ada studi yang 
membuktikan bahwa virus hepatitis B 
tersebut dapat ditransmisikan ke bayi 
melalui ASI. Menurut penelitian, 40% ASI 
dari ibu pengidap HBsAg positif juga 
menunjukkan terdapatnya kadar HBsAg 
positif. Tetapi penelitian ini menunjukkan 
bahwa tidak ada perbedaan dalam 
frekuensi penularan infeksi virus Hepatitis 
B vertikal antara anak yang minum ASI 
dengan yang tidak. Hal ini 
mengindikasikan bahwa ASI tersebut tidak 
dapat menginfeksi bayi; e) Human 
Immunodeficiency Virus (HIV) dapat 
ditemukan dalam ASI dan dapat 
ditransmisikan ke bayi. Kemungkinan 
peluang transmisi adalah sekitar 20-50%. 
Bagi sebagian besar ibu, cara paling 
mudah untuk memberikan ASI pada bayi 
adalah dengan memberikan langsung 
kepada anaknya. Namun, pada beberapa 
keadaan tertentu, hal ini sulit dilakukan 
sehingga ASI akhirnya diberikan dalam 
bentuk perahan. Contohnya adalah ketika 
bayi lahir dalam kondisi prematur sehingga 
kemampuan ibu menyusui masih belum 
sempurna, atau bayi maupun ibu perlu 
dirawat di rumah sakit sehingga tidak 
memungkinkan untuk sering bertemu. 
Kondisi dimana ibu diharuskan untuk 
kembali bekerja, sekolah atau menjalankan 
kesibukan lainnya juga mempersulit 
pemberian ASI secara langsung. Banyak 
ibu juga seringkali merasa payudaranya 
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“penuh” dan tidak nyaman, sehingga ASI 
perlu segera diperah (IDAI, 2014).  
Saat memerah ASI dan 
menyimpannya, ada beberapa hal yang 
perlu diketahui oleh ibu, yaitu: 1) Pastikan 
ibu mencuci tangan dengan bersih sebelum 
memerah ASI maupun menyimpannya; 2) 
Wadah penyimpanan harus dipastikan 
bersih. Ibu dapat menggunakan botol kaca 
atau kontainer plastik dengan tutup yang 
rapat dengan bahan bebas bisphenol A 
(BPA). Hindari pemakaian kantong plastik 
biasa karena wadah-wadah ini mudah 
bocor dan terkontaminasi. Wadah harus 
dicuci dengan air panas dan sabun serta 
dikeringkan sebelum dipakai; 3) 
Simpanlah ASI sesuai dengan kebutuhan 
bayi; 4) Pastikan bahwa pada wadah ASI 
telah diberi label berisi nama anak dan 
tanggal ASI diperah; 5) Tanggal kapan 
ASI diperah perlu dicantumkan untuk 
memastikan bahwa ASI yang dipakai 
adalah ASI yang lebih lama; 6) Jangan 
mencampurkan ASI yang telah dibekukan 
dengan ASI yang masih baru pada wadah 
penyimpanan serta jangan menyimpan sisa 
ASI yang sudah dikonsumsi untuk 
pemberian berikutnya (IDAI, 2014). 
 
METODE 
 
Jenis  penelitian ini merupakan 
penelitian yang bersifat deskriptif. 
Variabel terikat yang terdapat pada 
penelitian ini adalah kualitas bakteriologis 
air susu ibu sedangkan variabel bebas pada 
penelitian ini adalah pengaruh waktu 
penyimpanan ASI. 
Penelitian ini dilaksanakan pada 
bulan Juli-Desember   2015 di 
laboratorium Bakteriologi Jurusan Analis 
Kesehatan Poltekkes Tanjung karang. 
Populasi pada penelitian ini adalah ASI 
matur dari 25 ibu menyusui yang berada di 
wilayah Hajimena Natar Lampung Selatan. 
Variabel pada penelitian ini adalah air susu 
ibu dan kualitas mikrobiologis air susu ibu 
Data yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah data hasil 
pemeriksaan kualitas dan perkiraan jumlah 
koloni bakteri pada ASI yang disimpan di 
lemari pendingin dengan waktu 2 jam, 4 
jam, 6 jam, dan 8 jam disimpan di freezeer  
selama 1 hari menggunakan metode RMB.  
Alat penelitian yang digunakan 
adalah: tabung reduksi tutup ulir, pipet 
volume 1,0ml, 10,0ml, 50,0ml, beaker 
glass 500ml, erlenmeyer 100ml, botol 
sampel 100ml, rak tabung, oven, water 
bath, neraca analitik, spatula, pH indikator, 
alat pemerah, stopwatch, kapas alkohol 
70%. Bahan yang digunakan pada 
penelitian adalah larutan methylen blue, 
dan aquadest. Bahan pemeriksaan pada 
penelitian ini adalah ASI yang disimpan di 
lemari pendingin selama 2 jam, 4 jam, 6 
jam dan 8 jam. Alat gelas yang digunakan 
dicuci dan dikeringkan kemudian 
dibungkus dengan kertas kopi, untuk 
tabung reaksi dan erlenmeyer mulutnya 
ditutup dengan kapas dan dibungkus 
dengan kertas kopi. Alat–alat yang telah 
dibungkus dimasukan dalam oven, suhu 
160˚C selama 1 jam. Setelah selesai alat 
dibiarkan dingin dan siap digunakan. 
Pembuatan reagen Methylen blue dengan 
cara ditimbang 10mg, dimasukan ke dalam 
erlenmeyer steril, kemudian ditambah 
100ml aquadest steril, lalu dicampur dan 
disimpan dalam refrigator suhu 4–8 ˚C, 
dan terlindungi dari cahaya. Larutan ini 
dapat bertahan selama 4 minggu. 
Prosedur kerja penelitian: 1) 
Persiapan pengambilan sampel. Sebelum 
melakukan pengambilan sampel, botol 
sampel dilakukan sterilisasi terlebih dahulu 
dengan cara merebus botol hingga 
mendidih serta alat vacum disterilisasikan 
dengan cara mengusap alat vacum dengan 
kapas alkohol 70% ditunggu hingga 
mengering; 2) Pengambilan sampel ASI: a) 
Responden diposisikan dengan duduk 
dikursi hingga merasakan nyamanb; b) 
Desinfeksi dilakukan dengan kapas alkohol 
70%, usap pada daerah puting  responden, 
dan ditunggu mengering; c) Alat vacum 
yang sudah di sterilisasi dengan alkohol 
70%  kemudian dipasangkan pada 
payudara responden kemudian dilakukan 
pengambilan ASI, hal ini dilakukan oleh 
responden; d) Alat vacum yang 
tersambung pada botol sampel dilepaskan 
setelah volume   ASI yang diambil cukup; 
e) Botol sampel yang telah berisi ASI 
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diberi label identitas serta waktu 
pengambilan; f) Botol sampel dimasukan 
ke dalam termos sampel yang berisi es; g) 
Sampel diperiksa dengan cara menyimpan 
terlebih dahulu ASI dilemari pendingin 
dengan waktu 2 jam, 4 jam, 6 jam dan 8 
jam, 24 jam 0oC; 2) Pemeriksaan sampel 
secara bakteriologis Reduksi Methylen 
Blue (RMB) : a) Sampel air susu 10ml 
yang telah dimasukan kedalam tabung ulir 
menggunakan pipet steril ditambahkan 1 
ml larutan methylen blue. Kemudian 
tabung ditutup, lalu dihangatkan di 
waterbath sampai 36oC. Tabung reaksi 
dibalik secara perlahan sebanyak tiga kali 
untuk mencampurkan metylen blue dengan 
susu; b) Waktu mulainya percobaan dicatat 
dan setelah 5 menit tabung tutup ulir 
dibalikan untuk mencampurkan zat warna. 
Setelah itu tabung tidak boleh dibalikan 
lagi atau dikocok; c) Perubahan warna 
diamati setiap setengah jam dan dicatat 
waktu reduksi yaitu waktu dimana empat 
perlima dari larutan sampel di dalam 
tabung tutup ulir berubah warna nya 
menjadi putih; d) Hasil Penelitian dicatat 
dalam bentuk tabel dan dilakukan 
pembacaan dengan tabel 2 yaitu klasifikasi 
susu berdasarkan uji reduktase metylen 
blue dan tabel 3 yaitu perkiraan hubungan 
antara jumlah koloni dengan waktu reduksi 
dalam uji Reduktase Metylen Blue (RMB).  
 
Tabel 1: Klasifikasi susu berdasarkan uji 
Reduktase Metylen Blue (RMB) 
 
Kelas Mutu Keterangan 
1 Sangat 
Baik 
Tidak berubah warna 
setelah uji selama 8 jam 
2 Baik Berubah warna dalam 
waktu 6 jam sampai 
kurang dari 8 jam 
3 Sedang Berubah warna dalam 
waktu 2 jam sampai 
kurang dari 6 jam 
4 Buruk Berubah warna dalam 
waktu kurang dari 2 jam 
(Sumber Fardiaz, 1993) 
 
 
 
Tabel 2: Perkiraan hubungan antara jumlah 
koloni dengan waktu reduksi 
dalam uji methylen blue 
 
Waktu reduksi 
methylen blue (jam) 
Perkiraan jumlah 
koloni 
( x /ml) 
0,5 – 3,5 80 atau lebih 
4 40 
4,5 25 
5 15 
5,5 10 
6 6 
6,5 – 8 2,5 
8 1 
 
 
HASIL 
 
Pada penelitian ini didapatkan 25 
ASI dari ibu menyusui yang disimpan pada 
suhu 4oC, selama 2, 4, 6, dan 8 jam dan 
suhu 0oC di dalam freezer,  berdasarkan 
hasil pemeriksaan diperoleh hasil seperti 
tabel dibawah ini: 
 
Tabel 3: Hasil Pemeriksaan Metode 
Reduktase Methylen Blue Untuk 
Menentukan Kualitas Bakterio-
logis ASI 
 
Waktu 
Penyimp
anan 
Suhu 
Penyimpa-
an 
Kualitas Bakteriologis Jumlah 
Sampel Sangat baik Baik Sedang Buruk 
2 jam 4oC 20 1 4 0 25 
4 Jam 4oC 20 1 4 0 25 
6 Jam 4oC 12 7 6 0 25 
8 Jam 4oC 11 2 11 1 25 
 
Tabel 4: Hasil Pemeriksaan Metode 
Reduktase Methylen Blue Untuk 
Menentukan Perkiraan Jumlah 
Koloni ASI 
 
Waktu 
Penyimpa
nan 
Suhu 
Penyimpa
nan 
Perkiraan Jumlah Koloni 
Jumlah 
Sampel 
80x
104/
ml 
40x
104/
ml 
25x
104/
ml 
15x
104/
ml 
10x
104/
ml 
6x1
04/
ml 
2,5x
104/
ml 
1x1
04/
ml 
2 jam 4oC 0 3 0 1 0 0 1 20 25 
4 jam 4oC 4 0 0 0 0 1 0 20 25 
6 jam 4oC 3 1 1 2 0 2 4 12 25 
8 jam 4oC 4 2 1 4 1 1 1 11 25 
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Tabel 5: Hasil Pemeriksaan Metode 
Reduktase Methylen Blue Untuk 
Menentukan Kualitas 
Bakteriologis ASI 
  
Waktu 
Penyimp
anan 
Suhu 
Penyimp
anan 
Kualitas Bakteriologis Jumlah 
Sampel Sangat baik Baik Sedang Buruk 
24 jam  0oC 3 7 15 0 25 
 
Tabel 6: Hasil Pemeriksaan Metode 
Reduktase Methylen Blue Untuk 
Menentukan Perkiraan Jumlah 
Koloni ASI 
 
Waktu 
Penyimpa
nan 
Suhu 
Penyim
panan 
Perkiraan Jumlah Koloni 
Jumlah 
Sampel 
80x
104/
ml 
40x
104/
ml 
25x
104/
ml 
15x
104/
ml 
10x
104/
ml 
6x 
104/
ml 
2,5
x10
4/ml 
1x1
04/
ml 
24  jam 0oC 0 4 6 4 1 0 7 3 25 
 
 
PEMBAHASAN 
   
Hasil penelitian dari 25 sampel ASI 
yang diamati pada penyimpanan selama 2 
jam, 4 jam, 6 jam dan 8 jam suhu 4OC   di 
lemari pendingin didapatkan adanya 
penurunan kualitas bakteriologis ASI. Pada 
penyimpanan dari 2 jam ke 4 jam, kualitas 
bakteriologis masih baik yaitu dari 20 
sampel yang sangat baik, masih bertahan 
sampai penyimpanan 4 jam, namun setelah 
penyimpanan 6 jam, dari 20 sampel yang 
berkualitas baik tadi berkurang menjadi 12 
sampel, sementara 6 sampel menjadi 
kualitas baik dan 7 sampel menjadi 
kualitas sedang. Setelah penyimpanan 8 
jam pada suhu 4oC ini,  sampel yang 
berkualitas sangat baik berkurang menjadi 
11 sampel, kualitas baik berkurang 6 
sampel menjadi 2 sampel, sementara 
kualitas sedang mengalami peningkatan 
dari 7 sampel menjadi 11 sampel, bahkan 
ada 1 sampel yang menurun kualitas 
bakteriologisnya menjadi buruk. Hal ini 
terjadi karena disebabkan kemungkinan 
karena adanya bakteri yang mencemari 
ASI. Proses pencemaran terhadap ASI 
tersebut, kemungkinan terjadi pada saat 
proses pemerahan ASI yang kurang 
hygienis, seperti tangan si ibu yang kurang 
bersih, pakaian dalam yang kurang 
hygienis, serta tidak ada aktivitas 
memberihkan payudara sebelum proses 
pemerahan. Adanya bakteri pencemar 
tersebut menyebabkan terjadi proses 
reduksi methylen blue pada  sampel ASI. 
Hal ini sesuai dengan pendapat Supadi 
(1999) bahwa hilangnya warna biru 
methylen blue atau mereduksi sampel 
disebabkan karena terjadinya kontak antara 
metylen blue dengan kuman, maka 
metylen blue akan bersifat sebagai pigmen 
respirasi yang dengan enzim 
dehidrogenase akan menimbulkan oksidasi 
intra sel dengan dibebaskannya atom H 
oleh kuman. Atom H yang terbebas ini 
akan diikat oleh N metylen blue, sehingga 
dengan terjadinya ikatan ini warna biru 
dalam susu hilang, membentuk leuko 
metylen blue yang pucat. 
Hasil pemeriksaan perkiraan jumlah 
koloni pada ASI yang  disimpan  selama 2 
jam, 4 jam 6 jam dan 8 jam di lemari 
pendingin pada suhu 4oC didapatkan hasil 
bahwa semakin lama penyimpanan maka 
semakin bertambah jumlah bakterinya. 
Hasil pemeriksaan dari 25 sampel ASI 
diperoleh hasil pemeriksaan saat 
penyimpanan 2 jam ada 20 sampel 
1x104/ml, 1 sampel  2,5x104/ml, 1 sampel 
15x104/ml dan 3 sampel 40x104/ml. 
Jumlah  bakteri tersebut bertambah ketika 
penyimpanan 4 jam, untuk 20 sampel 
masih bertahan dengan jumlah 1x104/ml, 1 
sampel mengalami peningkatan jumlah 
bakteri menjadi 6x104/ml dan bahkan 4 
sampel  meningkat sampai 80x104/ml.       
Demikian juga untuk penyimpanan ASI  
selama 6 jam. Ada pengurangan sampel 
yang memiliki jumlah bakteri terendah, 
yaitu dari 20 sampel hingga tinggal 12 
sampel yang memiliki jumlah bakteri 
1x104/ml , menjadi 4 sampel mengalami 
peningkatan jumlah bakteri menjadi 
2,5x104/ml, 2 sampel menjadi 6x104/ml, 2 
sampel mengalami peningkatan menjadi 
15x104/ml, berikutnya 1 sampel 
mengalami penambahan jumlah sampel 
menjadi 25x104/ml, 1 sampel  mengalami 
peningkatan jumlah koloni menjadi 
40x104/ml dan 3 sampel menjadi 
80x104/ml. Penyimpanan 8 jam juga 
mengalami menurunan sampel yang 
memiliki bakteri terendah yaitu 1x104/ml, 
sebelumnya jumlah sampel pada jumlah 
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bakteri tersebut ada 12 sampel, kemudian 
berkurang menjadi 11 sampel, kemudian 
berturut-turut masing-masing sampel 
mengalami peningkatan jumlah koloni 
bakteri yaitu 1 sampel menjadi 2,5x104/ml, 
1 sampel menjadi 6x104/ml, 1 sampel 
menjadi 10x104/ml, 4 sampel 15x104/ml, 1 
sampel menjadi  25x104/ml, 2 sampel 
mejadi 4x104/ml dan 4 sampel menjadi 
80x104/ml. Peningkatan jumlah bakteri 
bakteri tersebut kemungkinan disebabkan 
terjadi pencemaran saat pemerahan ASI, 
meskipun pada penelitian ini pengambilan 
sampel dilakukan dengan pemberitahuan 
dan permohonan kepada responden untuk 
mandi terlebih dahulu sebelum 
pengambilan sampel air susu ibu, namun 
tetap ada pencemaran oleh bakteri, 
kemungkinan karera hygienitas kurang 
baik.  
Selanjutnya untuk 25  sampel ASI 
yang disimpan di freezer suhu 0oC juga 
selama 24 jam juga terlihat fenomena 
kualitas bakteriologis susu mengalami 
penurunan, hal ini terbukti dari 25 sampel 
ASI hanya ada 3 sampel yang kualitas nya 
sangat baik,  7 sampel dengan kualitas baik 
dan 15 sampel dengan kualitas sedang. 
Keadaan ini juga menunjukkan pada kita 
bahwa kualitas kebersihan ibu-ibu 
menyusui masih sangat rendah. 
Pencemaran bakteri pada proses 
pemerahan  ASI  menyebabkan kualitas 
ASI menurun, karena bakteri pencemar 
seperti Mycobacterium, Brucella, Coxiella 
burnetti, Streptococcus, Staphylococcus, 
Corinebacterium, Salmonella typhosa dan 
Clostridium (Supardi dkk, 1999) akan 
menggunakan ASI sebagai medium 
pertumbuhannya, sehingga nutrisi ASI 
dapat terkontaminasi atau  bahkan hilang.  
ASI yang telah terdapat pertumbuhan 
bakteri dapat menyebabkan pengasaman 
dan penggumpalan yang disebabkan 
karena fermentasi laktosa yang ada pada 
susu menjadi asam laktat oleh karena 
Streptococcus lactis yang menyebabkan 
turunnya pH dan kemungkinan terjadi 
penggumpalan kasein. ASI juga dapat 
berlendir yang disebabkan pengeluaran 
bahan seperti lendir dan kapsul  oleh 
bakteri Klebsiella sp. ASI juga dapat 
mengalami penggumpalan tanpa penurnan 
pH, hal ini disebabkan bakteri Bacillus 
cereus yang menghasilkan enzim yang 
mencerna lapisan yang tipis  fosfolipid di 
sekitar lemak, kemungkinan lemak 
tersebut menyatu membentuk suatu 
gumpalan yang timbul ke permukaan 
(Bukle dkk, 1987). ASI yang steril akan 
terjaga kualitasnya dan tentunya membuat 
bayi yang meminum ASI tersebut terhindar 
dari resiko terkena penyakit, selain itu bayi 
akan tumbuh dengan baik karena nutrisi 
pada ASI dapat diserap dengan baik oleh 
bayi. ASI yang mengalami pencemaran 
dapat menimbulkan penyakit pada bayi 
Bayi sangat rentan terkena penyakit karena 
belum terbentuk imunitas yang kuat. ASI 
yang tercemar juga memiliki nutrisi dan 
gizi yang kualitasnya kurang baik  karena 
diserap  dan dirusak oleh bakteri, sehingga 
pertumbuhan bayi kurang optimal. 
Pencemaran pada ASI dapat terjadi 
pada proses pemerahan, proses 
penyimpanan dengan suhu yang tidak 
sesuai, lama penyimpanan ASI pada lemari 
pendingin, botol penyimpanan yang tidak 
steril, pengulangan penyimpanan ASI pada 
lemari pendingin (Goff, D dalam 
Sudarwanto, 2009). ASI yang steril dapat 
menjadi tercemar oleh bakteri dan 
membuat kualitas ASI menjadi kurang 
baik, mulai terjadi pada proses pemerahan, 
misalnya tangan ibu yang tidak 
Kualitas bakteriologis  ASI yang 
disimpan pada freezer 0oC kualitas 
bakteriologisnya bervariasi, kriteria sangat 
baik ada 3 sampel, kriteria baik ada 7 
sampel dan terbanyak dengan 15 sampel 
pada kriteria sedang. Artinya penyimpanan 
dengan freezer pada suhu 0oC masih 
terdapat pertumbuhan bakteri walaupun 
kriterianya tidak sampai buruk, tetapi yang 
terbanyak pada sedang tersebut. Secara 
kualitas bakteriologis juga bervariatif. Ada 
3 sampel dengan jumlah bakteri 1x104/ml, 
7 sampel 2,5x104/ml, 1 sampel 10x104/ml, 
4 sampel 15x104/ml, 6 sampel 25x104/ml 
dan 4 sampel 40x104/ml. Penurunan 
kualitas bakteriologis ASI dan peningkatan 
jumlah bakteri pada ASI yang disimpan 
pada suhu 0oC dan lama penyimpanan 24 
jam kemungkinan karena ASI telah 
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terkontaminasi karena proses pemerahan, 
walaupun waktu penyimpanan lebih lama 
yaitu 24 jam namun kualitas bakteriologis 
ASI tersebut tidak sampai buruk, tapi 
banyak berkisaran pada kriteria sedang, 
dan jumlah bakterinya tidak mencapai 
jumlah 80x104/ml. Artinya suhu 0oC dapat 
menekan pertumbuhan bakteri menjadi 
lebih banyak jika dibandingkan pada suhu 
4oC. Hal ini disebabkan karena suhu 
mempengaruhi pertumbuhan bakteri, 
dalam hal ini suhu yang lebih rendah 0oC 
lebih sulit bagi bakteri untuk membelah 
diri dibandingkan dengan suhu 4oC 
(Jawetz E, 1996) 
 
 
KESIMPULAN 
 
Hasil  penelitian menyimpulkan 
adanya penurunan kualitas bakteriologis 
dari ASI yang disimpan 2, 4, 6, 8 jam pada 
suhu 4oC  dan 24 jam pada suhu 0oC. 
Jumlah koloni meningkat setelah dilakukan 
penyimpan 2, 4, 6, 8 jam pada suhu 4oC  
dan 24 jam pada suhu 0oC. 
Berdasarkan kesimpulan di atas 
penulis menyarankan agar mengurangi 
aktivitas penyimpanan yang dikumpulkan 
ASI di lemari pendingin, bila terpakasa 
harus menyimpannya,  maka simpanlah 
dengan waktu yang singkat (< 2 jam) dan 
suhu yang dingin (< 0oC). 
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